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1. 略語および略記 
本論文では以下の略語および略記を使用する。 
 金原子：Au 
 金ナノロッドナノ粒子： AuNR, 
 シリカ：SiO2 
 金ナノロッドシリカナノ粒子：AuNR/ SiO2 
 n-hexadecyltrimethylammonium bromide (臭化ヘキサデシルトリメチルアンモ
ニウム)：CTAB 
 コンピューター断層撮影：CT 
 ポリエチレングリコール：PEG 
 血管透過性・滞留性亢進効果（enhanced permeability and retention effect）：EPR
効果 
 透過型電子顕微鏡 （Transmission electron microscope）：TEM 
 紫外線可視近赤外光光度計（Ultraviolet-Visible Absorpton Spectroscopy）：UV-
vis, 
 リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffer saline）：PBS 
 ウシ胎児血清（Fetal Bovine Serum）：FBS 
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2 要約 
がん根治の実現に向け、転移リンパ節の同定と治療は重要な課題である。が
ん治療法として、手術、化学療法、放射線治療に加え、温熱療法の開発が取り組
まれている。臨床ではラジオ波やマイクロ波を用い、がん患部に対し 70 °C 以上
の熱処置を施す温熱療法が行われているが、一部のものにとどまっている。近年、
金属の光熱効果を温熱療法に応用する方法（光熱療法）が注目されている。ロッ
ド状にナノ粒子化した金原子（Au ナノロッド粒子：AuNR）は、表面プラズモン
効果の利用により優れた光熱効果を持ち、光熱療法の新たなツールとして期待
されている。しかし AuNR 合成の際に使用する臭化ヘキサデシルトリメチルア
ンモニウム（CTAB）は細胞毒性を有することが、AuNR を生体応用する上での
課題であった。これまでに我々は既に、AuNR をシリカ（SiO2）でコーティング
したナノ粒子（AuNR/SiO2）を少量合成し、CTAB の毒性を軽減することに成功
している 1)。このナノ粒子は、713 nm と 793.5 nm に長波長側の吸収波長を保持
し、800 nm レーザー照射で光熱変換効果が認められた。本研究において、私は、
AuNR/SiO2 をマウス投与用に大量合成し、これを担がんマウスへ応用すること
で、転移リンパ節に対する光熱療法の基盤技術開発を試みた。またナノ粒子を静
脈注入した場合、その多くが肝臓や脾臓の網内系に蓄積され、体内からの排泄が
難しい。金原子（Au）の生体への影響は明確ではないが、将来的な医療応用を視
野に入れた時、可能な限り生体内からの除去が望まれる。また、本光熱療法では、
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生体内投与した AuNR/SiO2 の局在をリンパネットワーク内に限定させ、治療後、
注入した AuNR/SiO2 をできるだけ体外へ取り除く方法の開発を併せて行った。 
効果的な光熱療法を開発するには、モデル細胞の温度感受性を正確に把握す
る必要がある。本研究では、発光蛋白質ルシフェラーゼを安定発現するマウス乳
がん細胞（4T1-Luc）を用い、最初にこのモデル細胞の温度感受性を調べた。4T1-
Luc細胞は 5分間の加熱処理において、56 °C以上の温度で致死効果が高まった。
新たに大量合成した AuNR/SiO2 は、以前の研究と同様に 4T1-Luc 細胞への毒性
を示さず、CTAB の影響を排除することに成功した。AuNR/SiO2 は、710 nm の
波長に光吸収性のピークを持ち、690 nm レーザーを照射した際、37 °C の水溶液
を 56 °C 以上へ温度上昇させる光熱変換効果を示した。in vitro の光熱療法実験
で、AuNR/SiO2 は 4T1-Luc 細胞に対し高い細胞障害活性を保持していた。4T1-
Luc 細胞をマウス後肢の足背に移植したリンパ節転移モデルマウスを作製し、ル
シフェラーゼ活性で 4T1-Luc 細胞のリンパ節への転移を確認後、AuNR/SiO2 を
がん患部に注入した。Au の高い X 線吸収性を利用し、AuNR/SiO2の転移リンパ
節への送達を X 線 CT イメージングで確認した結果、AuNR/SiO2 の局在は腫瘍
部から転移リンパ節へ接続するリンパ管とリンパ節に限定されており、他組織
への拡散は観られなかった。転移リンパ節に AuNR/SiO2 を送達した後、690 nm
レーザーを照射した結果、リンパ節内のがん細胞は消失し、リンパ節は正常な状
態へ回復した。またレーザー照射後のリンパ節の薄切切片を調製し病理学的に
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調べた結果、リンパ節内がん細胞への光熱療法効果が病理学的にも認められた。
さらに、光熱療法後、AuNR/SiO2 を体内から取り除くことを試み、リンパ管及び
リンパ節と一緒にナノ粒子の除去に成功したことを X 線 CT イメージングで確
認した。 
以上の研究成果から、AuNR/SiO2 が CTAB の毒性を抑制しつつ、がん細胞へ
の光熱療法効果を保持することを、in vitro および in vivo において示すことがで
きた。本研究は、AuNR/SiO2 の光熱効果による温熱療法を転移リンパ節治療に応
用した初めての研究である。マウス生体内へ注入した AuNR/SiO2 の局在をリン
パネットワーク内に限定し、治療後はこれらの粒子を外科的除去に成功したこ
とから、本方法が、将来、安全かつ効果的な転移リンパ節の治療法の開発の基盤
概念になることが期待される。 
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3 研究背景 
 
3-1  がん転移 
がんはリンパ管や血管を通して他臓器に転移し、進行する。リンパ行性転移
では、がん細胞は腫瘍組織に接続するリンパ管を通して、リンパ節へ転移する。
腫瘍からリンパ管を通して最初にリンパ流を受けるリンパ節をセンチネルリン
パ節 2)という。その後、転移リンパ節中のがん細胞は、さらに別のリンパ節へ転
移するか、リンパ節内で血行性転移へ移行することにより、がんの遠隔転移へと
進展する。リンパ節転移は、がん転移の初期段階から認められることが多く、上
皮性がんの転移において重要な診断指標となっている 3,4)。がんの根治治療にお
いては、手術による原発巣の切除に加え、がんが転移したリンパ節を高確度で検
出し取り除くことが極めて重要である。がん手術で転移リンパ節が体内に残存
してしまった場合、患者の予後を悪化させる要因となる。 
 
3-2 温熱療法 
本研究では、新たな転移リンパ節の治療法として、温熱療法に注目した。温
熱療法は、従来のがん治療法である手術、化学療法、放射線治療以外の新たな治
療法の一つとして、注目されている 5-7)。正常組織では、組織内の温度が上昇す
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ると周囲の血管が拡張し、血流が増える。血流増加の結果、組織は熱を組織外に
放熱し、細胞障害を防いでいる。しかし、腫瘍組織では、正常組織に比べ、放熱
機構に欠陥がある。この理由として、腫瘍組織では、腫瘍細胞から分泌される過
剰な血管内皮増殖因子により急速に血管新生が誘導され、血管構造が未熟な状
態で形成されることが挙げられる。これにより、腫瘍組織温度の上昇時において、
腫瘍血管の拡張がほとんど起こらず、結果として、血流増加にともなう放熱が困
難になり、熱による細胞障害を受け易くなる 8)。この特徴を生かした治療法が温
熱療法である。臨床の現場でも、ラジオ波やマイクロ波を用いて原発腫瘍に対し、
直接、熱処置（>70 °C）を与える温熱療法が行われている 5,8,9)。しかしながら、
これらの温熱療法の有用性の研究・開発の歴史がまだ浅いため、予後への効果が
十分に明確になっておらず、現状で適用されているのは一部のがんに留まって
いる 8,10,11)。 
 
3-3 Au ナノ粒子の光熱効果 
近年、ナノテクノロジーを応用したがん診断・治療法の研究・開発が盛んに
おこなわれている。その中で、ラジオ波やマイクロ波を用いた方法以外の温熱療
法として、金属原子の光熱変換効果を利用した光熱療法が注目されている 12)。
金属原子の中でも Au は、ナノ粒子化やナノ粒子構造の調製が行い易く、原子番
号の大きさから X 線吸収能も高いため、ナノ粒子造影剤として利用されてきた
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13)。金ナノ粒子の光学的特性は、金ナノ粒子表面の電子と光の相互作用によって
生じる。特定の光波長では、表面プラズモン共鳴と呼ばれる金ナノ粒子表面上の
電子の集団振動現象が起こり、光の強い減光（吸収および散乱）が生じる。表面
プラズモン共鳴によって吸収されたエネルギーの一部は、熱エネルギーに変換
される （光熱変換効果)14-16) 。また、吸収および散乱する光の波長は、金ナノ
粒子のサイズ、形状、表面の修飾および凝集状態に強く依存する。球状の金ナノ
粒子は、約 500nm 程度の表面プラズモン共鳴由来の吸収波長を保持する。一方、
ロッド状の金ナノ粒子（AuNR）は短波長（500 nm）に加え、長波長（650～900 
nm）の光が表面プラズモン共鳴へ利用可能である 17-19)。長波長（650～900 nm）
の光は、短波長（500 nm）に比べ高い組織透過性を持ち、正常組織への障害も少
ないことから、生体応用に適した波長である。先行研究では、近赤外光の組織透
過性は 10 mm程度まであると報告されているものが多い 20-22)。 
現在、長波長レーザー光を照射した AuNR の発熱反応をがんの光熱療法へ
利用する方法開発が、様々な研究者によって取り組まれている。たとえば、
Dikerson らは、AuNR に PEG 修飾したナノ粒子を腫瘍への局所注入や静脈投与
により、担がんマウスへの光線療法の治療効果を示した 23)。Kang らは AuNR 表
層にトラスツマブ（ヒト抗 HER2 抗体：抗体医薬）を結合させたナノ粒子を HER2
陽性担がんマウスに投与して効果的な光熱療法を行える方法を開発した 24)。
Niidome らは PEG や抗体等を AuNR に担持させ、イメージングや光熱効果の変
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化を検討し AuNR の有用性を示している 25,26)。以上のように、先行研究におい
て、AuNR を用いた原発腫瘍に対する光熱療法は、様々な方法で in vivo レベル
で検討されている。しかしながらこれらの先行研究は、担がんマウスの原発巣の
治療法開発を目的としており、転移リンパ節の治療法開発への応用は行われて
いない。 
 
3-4 AuNR の生体応用における課題 
AuNR の合成過程で、CTAB（n-hexadecyltrimethylammonium bromide、臭化ヘ
キサデシルトリメチルアンモニウム）を用いなければならない。CTAB は Au の
形状をロッド状に変化させる効果的な試薬であることが先行研究において示さ
れている 1,27)。一方で、CTAB は強い細胞毒性を有する還元剤であるという欠点
がある 1,27,28)。AuNR を合成する際、CTAB 添加後の洗浄処理を繰り返した場合
でも AuNR 表面の CTAB 層は残存してしまう。必要以上に AuNR 表面の CTAB
を除去した場合、均一な AuNR の粒子形態を保持することが難しくなる。不均
一な形状の AuNR は、単一波長で光熱変換効果を発揮することが困難にするた
め、最低限の CTAB を残し、粒子形状の安定化を行うことは重要である。この
改善策として、先行研究で AuNR を SiO2 でコーティングすることによって、
CTAB の毒性を軽減することに成功している。我々も以前の研究で、AuNR/SiO2
を少量レベルで合成し（30 mM を 0.7 mL）、CTAB の毒性を軽減することに成功
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している 1)。このナノ粒子は 713 nm と 793.5 nm に長波長側の吸収波長を保持
し、800 nm レーザー照射で光熱変換効果が認められた。マウスを使った生体実
験を行う際は、多くの AuNR/SiO2 を必要とするため、安定な粒子形状で同一ロ
ットの AuNR/SiO2 を大量合成（30 mM を 5 mL）することが我々の課題であっ
た。同様に、Akiyama、Lee、Shen らにも SiO2 コーティングにより、均一な形状
の AuNR/SiO2 を合成することに成功し、静脈投与した後、光熱療法により担が
んマウスの原発巣を縮小させることに成功している 29-31)。SiO2 は高い生体適合
性と表面修飾の容易さの特性を保持するため、これまで様々なナノ粒子のカプ
セル化に利用されている。しかしながら、Akiyama、Lee、Shen らの研究におい
ても、AuNR/SiO2 は転移リンパ節の治療には応用されておらず、この問題の解決
には至っていないことが、AuNR を生体応用する上での課題の一つ目ある。 
二つ目の課題は、ナノ粒子の排泄経路である 29,32,33)。一般に、静脈投与した
5 nm 以下の粒子は、腎排泄されやすいが、粒子径が小さい分、血管から組織間
質への拡散速度も速い。また、EPR 効果と呼ばれるがん組織特異的な薬剤送達
効果を利用するには、10-100 nm 程度のナノ粒子サイズが適切と考えられ、この
範囲のサイズのナノ粒子を使用する場合が多い。しかし、このサイズでは、90-
95%以上のナノ粒子が、がん組織以外の肝臓や脾臓の網内系に補足され体内に蓄
積してしまう。これまで、Akiyama、Lee、Shen らの研究に加え、3-3 で記述した
Dikerson、Kang、Niidome らの研究開発において、AuNR を PEG や SiO2（もしく
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は両方）で修飾したナノ粒子は全て静脈注入により、腫瘍への薬剤送達を行って
おり、肝臓や脾臓の蓄積の課題を解決するには至っていない。現在、Au が与え
る生体への有害事象は報告されていないが、AuNR 関連ナノ粒子の排泄の改善と
生体内蓄積の低減は解決すべき課題である。 
 
3-5 先行研究の課題解決について 
これまでの光熱療法において、AuNR が転移リンパ節の治療に応用された例
はなく、本研究では、AuNR/SiO2 を用いた転移リンパ節の治療法開発を目指す。
我々の以前の研究で開発した AuNR/SiO2 合成技術を大量合成のスケールへ展開
し、担がんマウスを使った実験で、近赤外レーザー照射により転移リンパ節の光
熱治療効果の実証を行う（図 2）。また、実験では、in vitro および in vivo レベル
で、細胞や組織への CTAB の毒性軽減効果を確認する。さらに、他の先行研究
におけるナノ粒子の静脈投与とは異なり、リンパネットワーク内へ AuNR/SiO2
を投与することにより、AuNR/SiO2 の局在をリンパ管及びリンパ節に留め、光熱
治療後に体内から効果的な排除が可能か検討を行う。 
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4 研究目的 
 
高い光熱効果を有する AuNR/SiO2 を作製し、がん転移リンパ節に対する根治的
な治療法としての新規の光熱療法の開発を目的に研究を行った。 
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5 研究方法 
研究方法は、「5-1 実験材料および機器」、「5-2 実験方法」、「5-3 統計処理」の
セクションに分けて記載する。 
 
5-1 実験材料および機器 
 
5-1-1 転移モデルに用いる細胞 
上皮細胞としての特性を有するマウス乳がん由来の 4T1 細胞 （JCRB1447, 
JCRB 細胞バンク ） に対し、ルシフェラーゼ遺伝子を安定発現するように導入
した細胞（4T1-Luc）を使用した。細胞の培養は、Roswell Park Memorial Institute
（RPMI） 1640 Medium にウシ胎児血清（FBS）を 10%となるように調製したも
のを用い行った。 
 
5-1-2 実験動物 
免疫不全マウスである BALB/c-nu マウス（Charles River Laboratories）の 5
～6 週齢（15～22 g）を担がんマウス作製用の実験動物として用いた。全ての処
置や観察の前に、ケタミン（100～120 mg/g） とキシラジン（8～10 mg/g）を腹
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腔内投与もしくは臀部への局所投与にて麻酔を行い、実験動物の苦痛を伴わな
いよう配慮した。実験は「国立大学法人東北大学動物実験等に関する規定」に準
拠して行った。また本研究における動物実験計画は東北大学動物実験委員会か
ら承認を受けた （承認番号；2013 医動-313）。 
 
5-1-3 粒子合成に用いる試薬等 
・Distilled water （H2O） 
粒子作製の際の溶媒として脱イオン水を使用した。脱イオン水は水道水を
純水製造装置 （WG250, Yamamoto） により精製したものを使用した。 
・Gold (III) chloride trihydrate （HAuCl4･3H2O） 
AuNR の原料として市販の試薬（98%, 関東化学株式会社）を使用した。 
・Trisodium citrate trihydrate（Na-cit） 
AuNR を作製する際の還元剤として市販の特級試薬（99%, 関東化学株式会
社）を使用した。 
・Ethanol （EtOH） 
各実験における溶媒として市販の特級試薬（99.5%, 関東化学株式会社）を
使用した。 
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・(3-aminopropyl) trimethoxysilane （APMS） 
AuNR/SiO2を作製する際のシランカップリング剤及び AuNR/SiO2表面をア
ミノ基で修飾する際の試薬として市販の試薬 （97%, Sigma-Aldrich 社） を
使用した。 
・Tetraethoxysilane （TEOS） 
AuNR/SiO2 を作製する際のシリカシェル形成のためのモノマーとして市販
の有機合成試薬（95%, 関東化学株式会社）を使用した。 
・sodium silicate solution （Na2O・2SiO2・nH2O：水ガラス） 
AuNR/SiO2 を作製する際のシリカシェル形成のためのモノマーとして鹿 1
級試薬（~38%, 関東化学株式会社）を希釈して使用した。 
・Sodium hydroxide solution （NaOH） 
粒子のシリカシェル形成反応のための塩基性触媒として市販の試薬（1.0 M, 
関東化学株式会社）を使用した。 
・Sodium Chloride （NaCl） 
粒子を塩析する際に加える塩として市販の特級試薬（99.5%, 関東化学株式
会社）を使用した。 
・hydrochloric acid （HCl） 
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pH 調整液として用い、特級試薬（69-70%, 関東化学株式会社） を使用し
た。 
・陽イオン交換樹脂 
水ガラス溶液の pH調整として用い、試薬（ムロマチテクノス株式会社）を
使用した。 
・n-hexadecyltrimethylammonium bromide（CTAB,(C16H33)N(CH3)3Br） 
AuNR を作製する際の分散安定剤として鹿 1 級試薬（96%, 関東化学株式会
社）を使用した。 
• Sodium Borohydride  （NaBH4） 
Au 種 結 晶 溶 液 を 作 製 す る 際 の 還 元 剤 と し て 特 級 試 
薬 （ 92%, 関 東 化 学 株 式 会 社 ）を  使 用 し た 。 
• silber nitrate （AgNO 3） 
AuNR  を 作 製 す る 際 の 補 助 剤 と し て 特 級 試 薬 （99.8%, 
関 東 化 学 株 式 会 社 製） を  用 い た 。 
• L（＋） Ascorobic acid（AA） 
AuNR  を 作 製 す る 際 の 還 元 剤 と し て 特 級 試 薬（92%, 関 
東 化 学 株 式 会 社） を 使 用 し た 。 
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5-1-4 粒子の電子顕微鏡観察および計測 
粒子観察に透過型電子顕微鏡 （Transmission electron microscope 以下 TEM, 
EM-2000FX II, 日本電子社製） を使用した。TEM 観察試料は調節した粒子コロ
イドをコロジオン膜貼り付けメッシュ （200 または 400 メッシュ, 日新株式会
社製） に滴下し、室温で乾燥させ作製した。ナノ粒子の光学的特性は紫外線可
視近赤外光光度計（Ultraviolet-Visible Absorpton Spectroscopy 以下 UV-vis,  UV-
3101PC, 島津製作所）を使用した。 
 
5-1-5  高分解能 X 線 CT を用いた撮影および計測 
SkyScan 1176 （Bruker） にて撮影を行った （図 1-b）。9 µm ピクセルの分
解能を有した研究用 X 線 CT で、50 kV、0.5 mA の条件にて撮影を行った（イメ
ージ幅 6 mm）。得られた画像は付属の再構成用ソフトウェア （NRecon, Bruker） 
にて再構成後、3D 解析用ソフトウェア （CTvox, Bruker） にて 3D 構築した。 
 
5-1-6 発光量測定 
IVIS spectrum（IVIS200, CaliperLife Sience 社）装置にて測定した（図 1-a）。
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測定条件はマウス 1 匹に対してルシフェリン（D ルシフェリンカリウム, 和光純
薬）を 15 mg/ml の濃度で 200 µL を尾静注し、行った。Luminescent, exposure time: 
1 sec,  Emission Filter: Empty で行った（以下 IVIS 撮影条件は同一条件で施行）。 
 
5-1-7 照射レーザー 
光熱療法に用いた近赤外光は、半導体励起個体レーザ （ーSDL-690-LM-800T,  
Shanghai Dream Lasers Technology 社）装置にて照射した（図 1-c）。照射条件は、
波長 690 nm、出力 612 mW、照射時間 連続 5 分間、照射距離 10 cm で行った。 
 
5-1-8 温度測定 
近赤外光の照射中の水溶液及び細胞懸濁液の温度測定は、エクスポケット熱
電対温度計（TM-201, AS-ONE 社）で行った（図 1-e）。また、動物実験における
照射部位の温度測定は赤外線サーモグラフィ （ーFLIR E60, FLIR 社）装置にて測
定した（図 1-d）。 
 
5-1-9 病理標本の観察・撮影  
病理標本の性状を観察するために顕微鏡システムを使用した（図 1-f）。シス
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テムは正立顕微鏡（BX53, Olympus）と CCD カメラ（DP80, Olympus）を使用し
解析ソフトウェアは cellSensDimension を用いている。4 倍、20 倍、40 倍、100 倍
の対物レンズを用いて行った。接眼レンズは 10 倍を用いた。 
 
5-2 実験方法 
 
5-2-1 担がんマウスの作製 
培養した 4T1-Luc 細胞を 100 µL の培地中に 1 × 106 個となる様に細胞懸濁
液を作製して 5～6 週齢の BALB/c-nu マウスの足背の皮下に注入移植した。目視
により足背の腫瘍の形成が認められたマウスに、ルシフェリン（15 mg/ml, 200 
µL）を尾静注して IVIS にて膝窩リンパ節への転移の有無を確認した。 
 
5-2-2 4T1-Luc 細胞の温度感受性の検証 
4T1-Luc 細胞懸濁液 50 µL 中に細胞が 1 × 105 個となるよう分注し、PCR 用
のインキュベーター（TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice Gradient, TaKaRa 社）を
用いて 40 °C～60 °C までを 2 °C ずつ温度を変化させた条件での温度感受性実
験を行った。それぞれの温度条件で 5 分間インキュベートした。インキュベー
ト後、死細胞率の算出のために trypan blue（0.4%, Sigma-Alidrich）で染色し、
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血球計算盤で生細胞数と死細胞数をそれぞれ計測した。 
次に、5 分間加熱して 5 分間室温での休憩を 1 サイクルとする形で複数回
インキュベートした場合での死細胞率も同様に算出した。サイクルは 1 ~ 4 回
まで行った。 
 
5-2-3 AuNR/SiO2 の作製 
小規模での合成に実績のある従来法（アルコキシド法）を改善して大量の試
料の合成を行った。作製工程は以下の 3 段階で行った（図 3）。 
Step I では CTAB 溶液中に HAuCl4 と NaBH4 を加えて 40 °C、2 時間反応さ
せて Au 種溶液を作製し、Step II では CTAB 溶液中に HAuCl4、AgNO3、アスコ
ルビン酸を加え、さらに Au 種溶液を加えて 40 °C、3 時間攪拌反応することで、
AuNR コロイド溶液を作製した。3 時間後に AuNR コロイド溶液から CTAB を
除去するために遠心分離洗浄処理を 3 回行った。Step III では EtOH/H2O 混和液
に AuNR コロイド溶液、APMS 溶液、TEOS/EtOH 溶液 、NaOH 溶液を順に加え
て 24 時間反応させて AuNR/SiO2 コロイド溶液を作製し、遠心分離洗浄処理を
3 度行った後、目的の濃度の AuNR/SiO2 コロイド溶液を調整した。最終的な理
想濃度は[Au]=3.0 × 10-2  M であった。 
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5-2-4 AuNRと AuNR/SiO2の物性評価 
 作製した AuNR 及び AuNR/SiO2 を TEM で撮影し、形状とサイズの確認
を行った。TEM 画像から 100 個の粒子をランダムに選択して粒子径を計測した。
また、UV-vis を用いて各粒子のもつ光学的特性を評価した。 
次に作製した AuNR と AuNR/SiO2 の光熱効果の評価を行った。全ての実験
は、ブロックインキュベータ （ーBI-525A, ASTEC）を用いて 37 °C にインキュベ
ートした環境で行った。エッペンチューブに AuNR 及び AuNR/SiO2をそれぞれ、
0, 0.1, 0.3, 1, 3 mM に調整した溶液を作製し波長 690 nm、出力 612 mW の近赤外
光を連続 5 分間照射し TM-201 を用いて 0, 1, 3, 5 分後の温度上昇を測定した。 
 
5-2-5 AuNR と AuNR/SiO2 の細胞毒性の評価 
4T1-Luc 細胞を 1 × 104 個となるよう細胞懸濁液を作製し 35 mm デッシュ
に播種して培養した。細胞の接着を確認した後に、AuNR と AuNR/SiO2 を最終
濃度 0, 0.1, 0.3, 1, 3 mM となるように添加してさらにインキュベートした。24 ，
48 時間培養後のサンプルをそれぞれトリプシン処理によって剥離し、trypan 
blue で染色、血球計算盤で生細胞数を計測し細胞増殖曲線を作製した。 
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5-2-6  AuNR/SiO2 の in vitro での光熱療法効果の評価実験 
4T1-Luc 細胞を培地中で 1 × 106 個となるように分注、懸濁して最終濃度が
0, 0.1, 0.3, 1, 3mM となるよう AuNR/SiO2 を添加した。各サンプルを 37 °C イン
キュベート化で波長 690 nm、出力 612 mW の近赤外光を連続 5 分間照射した（図
6-b）。TM-201とサーモグラフィーを用いて0, 1, 3, 5分後に温度上昇を測定した。
照射後に、細胞懸濁液を trypan blue で染色し血球計算盤で生細胞数と死細胞数
を計測し死細胞率を算出した。 
 
5-2-7 光熱療法における照射レーザーの至適出力の検討 
マウスのレーザー照射部の皮下に電子温度計（TM-201）を挿入してレーザー
照射による経時的（0, 1, 3, 5 分後）な温度変化を測定した。 AuNR/SiO2（30 mM, 
30 µL）を皮下注入したマウスと非注入マウスを作製し、レーザーの出力は、204, 
408, 612 mW で検討した（図 7-a,b）。また、組織厚の変化における近赤外光の組
織透過性について光の出力の減衰という観点で 612 mW にて検討した（図 7-c）。 
 
5-2-8 サーモグラフィーの精度と至適測定距離の検証 
ブロックインキュベーターの表面温度が設定温度（20～100 °C までの 10 °C
毎に設定）と同じ状態であると仮定し、インキュベーター表面からの距離による
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サーモグラフィーの測定温度の誤差の検証を行った。同様に、水溶液でも行い電
子温度計の計測結果と比較して評価した（図 8）。 
 
 
5-2-9 AuNR/SiO2 におけるがん転移リンパ節への送達実験と X 線 CT 撮影 
マウス足背に作製した腫瘍に 30 mM に調節された AuNR/SiO2 を直接 30 µL
注入。注入後、下肢の表皮を切開剥離して転移リンパ節への送達の有無を肉眼で
確認した。また、試料を注入する前後で X 線 CT 撮影を行い、撮影画像の変化を
転移リンパ節に注目して観察した。光熱療法後 8 日目に転移リンパ節とリンパ
管を切除した後に X 線 CT イメージングにて試料の残存について観察した。 
  
5-2-10 AuNR/SiO2 のがん転移リンパ節対する光熱療法効果の評価実験 
IVIS で膝窩リンパ節への転移が確認できたマウスを 4 つのグループに振り
分けた。Group1 は、確認後直ちに腫瘍を切除して転移リンパ節を残存させた。
Group2 は、マウスの腫瘍に 30 mM に調節された AuNR/SiO2 を 30 µL 注入し、
24 時間後に腫瘍を切除して転移リンパ節を残存させた。Group3 は、確認後に直
ちに腫瘍を切除して、その後近赤外光を転移リンパ節へ経皮的に照射した。
Group4 は、マウスの腫瘍に 30 mM に調節された AuNR/SiO2 を 30 µL 注入し、
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24 時間後に腫瘍を切除した。その後に近赤外光（波長：690 nm, 出力：612 mW）
を転移リンパ節へ経皮的に 5 分間、2 回にわけて照射した。近赤外を照射した
Group は照射中に、0, 1, 3, 5 分後の照射部位の温度変化をサーモグラフィーで観
察した。各 Group のマウスは、治療後 2 日おきに 8 日目まで IVIS を用いて転移
リンパ節のルシフェラーゼ活性の変化を測定した。また、測定された平均発光強
度と ROI のピクセル数を用いても活性の変化を検討した。 
 
5-2-11 光熱療法後の転移リンパ節の病理学的観察 
光熱療法治療開始から 8 日目に転移リンパ節を各 Group のマウスから摘出
した。摘出したリンパ節を 10%ホルマリンに 24 時間浸漬して固定。パラフィン
に封入後 3 µm の厚さで薄切した。スライド切片は、脱パラフィン処理後に HE
染色とサイトケラチンによる免疫染色を行った。免疫染色では前処理として
121 °C、5 分間オートクレーブにて賦活化処理を行った。30%ヤギ血清を用いて
ブロッキングを行い、PBS で洗浄して一次抗体であるウサギ抗サイトケラチン
抗体（ab9877, Anti-wide spectrum Cytokeratin, abcam）を滴下して 4 °C で一晩反応
させた。その後、I-VIEWDAB Universal Kit（Roche Diagnoostics K.K）を用いて
DAB 染色を行った。具体的には、二次抗体であるビオチン標識ウサギ IgG ヤギ
ポリクローナル抗体と室温で 20 分間、ペルオキシターゼ標識ストレプトアビジ
ン（HRP）を室温で 10 分間反応、3,3’-アジミノベンジン（DAB）と過酸化水素
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水（H2O2）混合液を室温で 10 秒間、それぞれこの順で反応させていった。以上
の各ステップ毎に PBS で 3 回洗浄を行った。最後の洗浄の後にヘマトキシリン
で染色した。各スライドは光学顕微鏡（BX53, Olympus）で観察し評価を行った。 
 
5-3 統計処理 
データは、平均±標準誤差（SE）で表記した。それぞれのデータは一元配
置分散分析と Tukey’s 検定で評価した。独立 2 群の母平均の検定には Student’s 
及び Welch の t-検定を使用して行った。P<0.05 にて有意差有りと定義した。  
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6 研究結果 
 
6-1  担がんマウスの腫瘍形成と膝窩リンパ節への転移 
4T1-Luc 細胞のルシフェラーゼの発光現象を利用することで、がん細胞の局
在部位を可視化し、光熱療法効果の検討が可能なリンパ節がん転移モデルを作
製した。4T1-Luc 細胞を免疫不全マウスである BALB/C-nu の足背に移植したと
ころ、目視により腫瘍の形成が確認され、また IVIS での発光強度測定から、細
胞移植後 3 週目以降に膝窩リンパ節への転移が認められた（図 4-a）。 
 
6-2 4T1-Luc 細胞の温度感受性 
光熱療法を効果的に開発するには、実験で使用する 4T1-Luc 細胞の温度感受
性を正確に知る必要がある。4T1-Luc 細胞を 40 °C～60 °C までを 2 °C ずつ温度
を変化させたインキュベーター内で 5 分間保温し、その後、死細胞率の算出の
ために trypan blue で染色を行った。血球計算盤で生細胞数と死細胞数をそれぞ
れ計測した結果、保温温度の上昇ともない死細胞率が上昇し、特に 56 °C を超え
るとその割合が急激に増加することが確認された（図 4-b）。また、加熱処理を複
数回行った場合では回数を重ねる毎に死細胞率の上昇が認められた（図 4-c）。以
上の結果より、4T1-Luc 細胞は 56 °C 以上で温度感受性が著しく増加し、細胞死
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に至る特徴があることが分かった。この結果を踏まえ、今後の実験においては、
光熱療法によって得られる温度を 56 °C 以上に上昇させることを目標とした。 
 
6-3  AuNR と AuNR/SiO2の物性 
これまでに、我々の以前の研究において、AuNR/SiO2 を少量スケールで合成
し（30 mM を 0.1 mL）、AuNR/SiO2 の光熱変換効果や細胞毒性を検討した 1)。そ
の結果、以前の研究の AuNR/SiO2 は細胞毒性を示さず、713 nm と 793.5 nm に長
波長側の吸収波長を保持し、800 nm レーザー照射で光熱変換効果が認められた。
この結果を踏まえ、AuNR/SiO2 を担がんマウスへ応用し生体レベルで光熱療法
の開発を行うため、AuNR/SiO2 の大量合成（30 mM を 5 mL 以上）を試みた。ナ
ノ粒子の合成は、以前の研究で採用したアルコキシド法をスケールアップして
行った。一般的に、ナノ粒子合成では、同様の反応濃度で行った場合でも、反応
スケールや反応容器の大きさを変えるだけで、粒子の物性が変わってしまうこ
とがある。そのため、大量合成した場合、新たに AuNR/SiO2 のサイズや光学特
性を検討する必要がある。 
均一な波長で光照射を行い優れた光熱効果を得るためには、均一なサイズの
AuNR の合成が重要である。図 3 の Step I および Step II に示す方法で AuNR を
大量合成後、粒子のサイズを TEM での観察・測定（n=100）した結果、AuNR は
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アスペクト比が 1: 2.7 ± 0.05 の均一なロッド形状であることが確認された（図
5-a、左画像）。次に、この AuNR を用いて、図 3 の Step III に示す方法で粒子の
SiO2 コーティングを行い、同様に TEM 像を使って各 AuNR/SiO2 の SiO2 層の計
測を行った。計測の際は、AuNR 部分のアスペクト比がコーティング前の AuNR
と同等に観える粒子を選択して測定した。その結果、AuNR/SiO2 は均一な SiO2
層でコーティング出来ていることが分かった（図 5-b）。  
次に、AuNR と AuNR/SiO2 の光学特性を計測した。各ナノ粒子の吸収波長特
性を測定した結果、AuNR 粒子は 520 nm と 672.5 nm の二つの吸収ピークを有
し、AuNR/SiO2 は 520 nm と 710 nm の吸収ピークを有することが分かった（図
5-c）。この結果は、SiO2 コーティングによる影響で、AuNR の長波長側の吸収ピ
ークが 37.5 nm にシフトしていることが分かった。少量スケールで合成した時の
AuNR 及び AuNR/SiO2の長波長側の吸収ピークはそれぞれ、683 nm と 713 およ
び 793.5 nm であったことから、大量合成による影響で AuNR/SiO2は新たな光学
的特性を保持したことが示された。 
次に、合成した AuNR 及び AuNR/SiO2 の光熱変換効果の検討を行った。両
粒子の長波長側のピークは、672.5 nm と 710 nm であったため、690 nm の近赤外
レーザーを用いて光照射を行ったところ、両者ともにナノ粒子濃度に依存して
発熱効果が上昇することが認められた。AuNR と AuNR/SiO2 の粒子間で温度変
化に大きな差は認められなかった。以上の結果から SiO2 コーティングは AuNR
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の光熱変換効率への影響を及ぼさないことが示された（図 5-d）。  
 
6-4 AuNR と AuNR/SiO2の細胞毒性 
AuNR 及び AuNR/SiO2の細胞毒性を確認するため、各粒子を 4T1-Luc 細胞に
添加後インキュベートし、24、48 時間後の生細胞数を計測し細胞増殖曲線を作
成した。AuNR においては 0.3 mM 以上の濃度では 24 時間以降細胞の生存は認
められなかった。0.1 mM では細胞の生存は認められたものの、24 時間以降の細
胞の増殖は認められなかった。AuNR/SiO2 は、いずれの濃度においても細胞の増
殖が認められ、陰性コントロールと同程度増殖することが確認できた。この結果
から、AuNR は CTAB の影響で細胞毒性が著しいものの、AuNR を SiO2 コーテ
ィングすることでこの細胞毒性が軽減されることが示唆された（図 6-a）。 
 
6-5 AuNR/SiO2 の in vitro での光熱療法効果 
AuNR/SiO2 の光熱療法の効果を in vitro の系で検討するため、4T1-Luc 細胞懸
濁液に終濃度 0, 0.1, 0.3, 1, 3 mM の AuNR/SiO2 を添加後 37 °C にセットし、690 
nm レーザー（出力 612 mW）を連続 5 分間照射した（図 6-b）。各濃度条件下で
の温度変化と死細胞率の変化を計測した結果、3 mM が最も温度上昇率が高く 5
分後に 56 °C 以上に達した（図 6-c）。各濃度での死細胞率を測定した結果、56 °C 
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以上へ温度上昇した 3 mM の条件で死細胞率の急激な上昇が認められた（図 6-
c）。図 4-b と図 6-c の死細胞率の差は、図 6-d が示すように、AuNR/SiO2 の濃度
が上昇すると近赤外光の透過性が減弱するために生じたと示唆される。そのた
め、濃度が上昇するにつて水面付近のみ高い温度を示しているが、チューブが均
一に加温されていないために死細胞率が低下していることを示している。以上
のデータは、FBS や細胞が存在する条件下においても、光照射した AuNR/SiO2
が光熱変換効果を十分に有することを示しており、生体内においても光熱治療
効果を発揮することが十分に期待された。 
 
6-6  光熱療法における照射レーザーの至適出力 
担がんマウスを用いた照射実験を行う前に、光熱療法を実施する上で効果的
なレーザー至適出力を検討した 20-22)。マウス皮下に電子温度計を挿入し、
AuNR/SiO2（30 mM, 30 µL）の存在有無の条件にて、レーザー照射による経時的
（0, 1, 3, 5 分後）な温度変化を測定した（図 7-a）。レーザーの出力は、204, 408, 
612 mW で検討した。温度上昇効果を測定した結果、粒子無しの条件においても、
レーザー光による一定の温度上昇が認められたが、AuNR/SiO2 を皮下注入した
場合、612 mW で 1 分後には 60 °C 近傍まで温度上昇が顕著に認められた（図 7-
b）。この結果から、4T1-Luc 細胞の特性でもある 56 °C 以上への温度上昇効果が
得られる 612 mW の出力で in vitro 及び in vivo 全ての実験を行うこととした。
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690 nm,612 mW のレーザーを用いて、組織透過による光の出力の減衰を 400 µm
の皮膚を重ねて確認すると皮膚を重ねることで減衰していった（図 7-c）。 
 
6-7 サーモグラフィーの測定精度と至適測定距離 
in vivo 実験において、光熱療法の温度変化の計測に使用するサーモグラフィ
ーの測定精度と至適測定距離の検証を行った。ブロックインキュベーターの表
面温度およびインキュベーター内で保温された水溶液の温度をサーモグラフィ
ーで測定した様子を図 8 に示す。水溶液の条件においては、溶液中に電子温度
計を挿入し、サーモグラフィーと電子温度計で測定した温度の差を求めた（図
8）。その結果、「ブロックインキュベーターの設定値とサーモグラフィーの測定
値（図 8、左グラフ）」および「水溶液の電子温度計の測定値とサーモグラフィ
ーの測定値（図 8、右グラフ）」の差はいずれも 1 °C 程度であった。以上の結果
から、以降の実験ではサーモグラフィーの測定温度を採用し、機器メーカーが推
奨している最小測定距離（20 cm）に固定して in vivo 実験中の温度測定を行った。 
  
6-8  AuNR/SiO2におけるがん転移リンパ節への送達実験と X 線 CT 撮影 
腫瘍に薬物を直接注入することにより、リンパ管を通してリンパ節に薬剤が
送達されることは、先行研究において示されている 34)。腫瘍に注入した
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AuNR/SiO2 が、想定通りリンパ節へ送達されること、また注入により周囲の組織
に悪影響がないことを確認するための実験を行った。30 mM の AuNR/SiO2 溶液
30 μL を担がんマウスの腫瘍に直接注入すると、輸入リンパ管（図 9-a, 水色矢
印）を通って、腫瘍から膝窩リンパ節（図 9-a, 赤紫色矢印）へ送達されている
ことが、Au の至極色（黒に近い深い紫色）により確認された。図 9-a は AuNR/SiO2
を注入してから 24 時間後の解剖写真であるが、リンパ管およびリンパ節の周囲
組織への障害効果は認められなかった。また実体顕微鏡を利用した目視の範囲
において、AuNR/SiO2の局在は、輸入リンパ管および膝窩リンパ節内に限定され
ていた（図 9-a）。 
Au は原子番号が大きく、Ｘ線の吸収能が高いため、Ｘ線を使った撮像にお
いて、ヨウ素（I）やバリウム（Ba）よりも高コントラスト造影が期待されてい
る材料であり、最先端の造影剤開発にも利用されている。AuNR/SiO2 の局在を非
侵襲条件下で確認するため、AuNR/SiO2 を腫瘍に注入してから 24 時間後に X 線
CT 撮影を行った。AuNR/SiO2 を注入前には、リンパ管およびリンパ節は、X 線
CT で描出はされないが、注入後の X 線 CT イメージングでは、腫瘍から膝窩リ
ンパ節に接続する輸入リンパ管と膝窩リンパ節が描出された（図 9-b、左および
中央画像）。以上の結果は、腫瘍に注入した AuNR/SiO2 の局在が、リンパネット
ワーク内に限定していることを示唆している。 
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6-9 AuNR/SiO2のがん転移リンパ節対する光熱療法効果 
腫瘍に注入した AuNR/SiO2 が、がん転移リンパ節に移行した後、690 nm レ
ーザーを照射し、光熱変換効果による温度変化の測定をサーモグラフィーにて
行った。AuNR/SiO2 の注入無しの条件で、がん転移リンパ節へ 690 nm レーザー
照射した場合、レーザー光の影響で少しの温度上昇を認めるもののその温度は 5
分後でも 46.6 °C であった（図 10-b）。一方、AuNR/SiO2 を注入した転移リンパ
節に対し、690 nm レーザー照射した場合、急激な温度上昇を認め、5 分後の温度
は 60.6 °C だった（図 10-b）。この結果は、AuNR/SiO2 は in vivo においても高い
光熱効果を有し、56 °C 以上に熱を発生させていることが確認された。 
がん転移リンパ節への光熱療法の効果を検討するため、膝窩リンパ節へのが
ん転移をルシフェラーゼ活性で確認後、AuNR/SiO2 を腫瘍に注入し、24 時間後
に光熱療法を施行した。なお、治療後、原発巣から新たな転移性がん細胞が膝窩
リンパ節へ供給されることを防ぐため、光熱療法を施行する前に、原発巣は切除
した。光熱療法の検討条件は、Group（1） AuNR/SiO2 注入無し及びレーザー照
射無し（図 10-d）、Group（2） AuNR/SiO2 注入有り及びレーザー照射無し（図
10-e）、Group（3） AuNR/SiO2 注入無し及びレーザー照射有り（図 10-f）、Group
（4） AuNR/SiO2 注入有り及びレーザー照射有り（図 10-g）の 4 条件で行った。
光熱療法施行後、転移リンパ節のがん細胞の局在はルシフェラーゼ活性を利用
して 2 日おきに 8 日間にわたって経過観察した(図 10-d ~ g、黄色矢印は転移リ
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ンパ節の位置を示す）。Group（1）～（3）の実験群では、経時的にルシフェラー
ゼの発光強度の増加が確認され、これらの条件では、リンパ節内のがん細胞が、
増殖していることが認められた。一方、Group（4）の実験条件においては、光熱
療法の治療開始から 8 日目まで転移リンパ節のルシフェラーゼ活性は認められ
なかった。また、IVIS で撮影された各グループの治療前の平均発光強度×ROI を
基準として治療後との発光強度の相対値を算出すると、IVIS の画像見られた結
果と同様に Group(1)～(3)は経時的に増加を認めた。Group(4)では、治療開始から
8 日目まで値は 0 となっていた。以上の結果は、AuNR/SiO2 を注入して光熱療法
を施行したことにより、転移リンパ節内のがん組織が死滅し、治療が奏効したこ
とが示唆された。また、Group（2）の条件の結果より、AuNR/SiO2が、がん細胞
へ障害活性を持たないことも併せて示唆された。 
さらに、光熱療法の施行後、実体顕微鏡下で「腫瘍と膝窩リンパ節を繋ぐ輸
入リンパ管」と「膝窩リンパ節」を切除し、X 線 CT 撮影を行った（図 9-b、右
画像）。その結果、注入した AuNR/SiO2 は全て体外に取り除かれていることが確
認された。光熱療法の施行前に原発巣を切除し、この組織内に含まれる
AuNR/SiO2 を併せて除去していることを考慮すると、本光熱療法では、
AuNR/SiO2 の局在を原発巣およびリンパネットワークに限定させ、治療施行前
後の外科手技により AuNR/SiO2 を対外に除去可能なことが示唆された。 
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6-10  光熱療法後の転移リンパ節の病理学的解析 
ルシフェラーゼの発光強度計測により、光熱療法の治療効果が認められたが、
AuNR/SiO2 の注入や 690 nm レーザーの照射が組織におよぼす影響や光熱療法の
細胞レベルでの効果を詳細に確認するため、病理学的観察を行った。光熱療法の
施行後 8 日に、6-9 の各 Group（1）～（4）の転移リンパ節を切除して、パラフ
ィン切片化した後、HE 染色とサイトケラチンによる免疫染色を行った。サイト
ケラチンは上皮系のがん細胞に発現している蛋白質で、がん細胞の存在を示す
マーカー分子となる。6-9 の（1）の条件に相当する図 11-a では、リンパ節内に
がん細胞の増殖が認められた。6-9 の（2）の条件に相当する図 11-b では、がん
細胞の増殖がみられ、またそれらがん細胞の周囲に送達された AuNR/SiO2 と考
えられる黒点（図の▲）が確認された。またナノ粒子近傍の細胞には、細胞障害
性の変化は認められず、AuNR/SiO2 は細胞や組織への影響がないことが示唆さ
れた。6-9 の（3）の条件に相当する図 11-c では、図 11-a,b と同様にがん細胞の
増殖が同様に認められた。また、690 nm レーザーの照射に伴う細胞や組織への
影響は観察されなかった。6-9 の（4）の条件に相当する図 11-d では、AuNR/SiO2
と考えられる黒点（図 11-d の▲）が認められた。その周囲の細胞は細胞膜が崩
壊し核を認めない状態であった。サイトケラチンを標的とした免疫染色では、が
ん細胞の細胞膜と思われる構造が染色されていたが、細胞としての構造が保た
れておらず、周囲に断片化された核が認められた（図 11-d の▲）。リンパ節全体
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にリンパ球の増殖が認められた。以上の結果は、AuNR/SiO2 はリンパ節内のがん
細胞に対し細胞障害活性を持たず、690 nm レーザー照射により高い光熱効果を
発揮し、がん細胞を致死に導いたことを示唆している。 
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7 考察 
 
7-1 X 線 CT イメージングと排泄、治療効果の評価 
Au は、高い X 線吸収能を持つため新たな X 線造影剤として期待されている
35)。作製した AuNR/SiO2 を、担がんマウスの腫瘍に直接注入して、X 線 CT 装置
を用いて転移リンパ節の画像診断を行った。撮影した CT イメージングから、転
移リンパ節である膝窩リンパ節が十分な S/N 比で描出可能であることが示され
た。また、解剖した際に肉眼でも、Au のリンパ管やリンパ節を視認すること可
能であった。複雑なリンパネットワークを有する消化器がんにおいて、
AuNR/SiO2の概念を利用したより生体に安全なナノ粒子を応用することにより、
術前の転移部位の画像認識、術中でのリンパ管・リンパ節の肉眼的視認、術後の
残存させてしまった転移リンパ節の画像評価の精度を高めることが可能となる
と期待される。 
 
7-2 AuNR/SiO2の体内残存の改善 
多くの先行研究において、ナノ粒子を静脈投与した際、ナノ粒子の目的部位
への集積の向上と排泄機構は常に大きな課題となっている。これまで、AuNR を
PEG や SiO2（もしくは両方）で修飾したナノ粒子は静脈注入により、腫瘍への
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薬剤送達を行っており、肝臓や脾臓の蓄積の課題を解決するには至っていない。
現在、Au が与える生体への有害事象は報告されていないが、ナノ粒子化された
Au の多くを代謝・排泄される方法が確立していないため、半永久的に体内に留
まってしまうことが危惧される 33,36,37)。本研究では、 AuNR/SiO2 を直接腫瘍に
注入することでリンパ行性に転移リンパ節へ送達させ、そこに滞留させて光熱
療法を行い、治療後に確実に郭清を行うことでこの問題を解決できることを示
唆した。ヒトへの臨床応用を検討した場合、術前に消化器がんへ経内視鏡的に
AuNR/SiO2 を直接注入した後、X 線 CT による画像評価を行い転移の広がりを確
認し、術中に肉眼でその広がりを確認できることで正確なリンパ節郭清を行え
る可能性が高まる。また、術後に X 線 CT 撮影を行い、残存部位の評価もできる
と期待される。 
 
7-3  温熱療法における光温療法の検討と評価 
温熱療法は、現在でも磁場・超音波・光など様々な方法で研究・開発されて
いる。例えば、磁場を用いた温熱療法は、磁場の出力の可変が容易に行えること
で目的部位の発熱量を簡便にコントロールでき、少ない発熱体の投与で高い治
療効果が得られると期待されている 38,39)。しかしながら、理論値と実際に得られ
る温度に解離が見られ、発熱機構の解明も進んでいないため、最適な発熱体の作
製や出力の検討が必要である。また、磁場の強度・暴露時間による正常組織への
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影響が懸念される 9,40)。 
磁場を用いた温熱療法に比べると光による温熱療法は研究が進んでおり、増
感剤にも多様な種類を有し臨床応用にまで至っている。近赤外領域の光は正常
組織への影響も極めて低いとされているが、本研究における病理学的解析の結
果からも、光を照射しただけでは組織に影響を及ぼさないことが示された。現在、
臨床で光線力学療法という形で光を用いた温熱療法が行われ成果を上げている。
光線力学療法はタラポルフィリンナトリウムという光感受性物質に光を当てる
ことにより細胞内で一重項酸素を発生させて細胞を酸化させ、同時に細胞核内
の DNA を切断することで細胞を死滅させる治療である 41,42)。現在、日本ではこ
の方法を用いた治療が新たながん治療法の一つとして注目されている。光線力
学療法における課題は、増感剤による日光過敏症の発生の低減である。また、こ
の方法は腫瘍にのみ行われており転移リンパ節へは行われていない治療法で、
画像診断としての機能も持ち合わせてはいない。私は、この治療に AuNP を併
用する 13)ことで治療効果の増大とイメージングが可能になると考えている。 
 
7-4  光熱療法を用いた転移リンパ節治療の有用性と将来性 
転移リンパ節の診断・治療は、乳がんにおいて最も進んでいる。乳がんの
リンパ経路は膝窩リンパ節群に限定されており、これらのリンパ節群の中から
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センチネルリンパ節を同定する方法やその診断・治療指標は確立されている。
現在では、ガイドラインに従った治療により、患者の予後改善に大きく貢献し
ている。一方、消化器がんでは、転移リンパ節の診断・治療には、乳がんに比
べ、まだ未発展な部分が多く、転移リンパ節のさらなる診断・治療法の改善が
期待されている。消化器がんのリンパ節診断・治療を困難にする課題として、
以下の三つの課題がある。 
一つ目の課題として、転移リンパ節の術前診断・術中検索を正確に行うこ
とが困難であることである。消化器がんにおいては所属するリンパ節は複雑な
リンパネットワークを形成 43)しており、原発巣からのリンパ節へのリンパ流の
経路と広がりの把握が困難である。このため、消化器がんでは疫学的見地から
作られたガイドライン 51)によって所属リンパ節の切除範囲が決定される。しか
し、消化器がんにおける転移リンパ節はこのガイドラインによらない遠隔部位
にも起こり得る（図 12-a）。そのため、現在の消化器がんに対する標準治療と
して X 線 CT 44)、Magnetic Resonance Imaging 45)、Positron Emission Tomography 
46) 等の技術を用いて術前画像診断を行い、所属リンパ節以外の転移部位も検索
し同定した後に治療を行っている。しかし、術前検査により転移リンパ節の場
所を同定していたとしても、患者の体形・体格などの様々な要因や術者の技術
的な要因で術中に転移リンパ節を同定できずにリンパ節廓清を十分に行えない
場合がある 43,47-49)（図 12-b）。その場合、残存したリンパ節が生命予後に影響
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する可能性がある 48,50)（図 12-c）。 
二つ目の課題は、初回手術後に転移リンパ節を残存させてしまった場合に、
術後の転移リンパ節の同定が困難なことがあげられる。術中にがんの浸潤傾向
が強い場合や生理的、病的、前治療の影響等による癒着のために原発巣や転移リ
ンパ節の同定が困難となり十分な系統的な根治手術が行えず、原発巣や転移リ
ンパ節が完全に取り除けないことがある。その場合、術後に残存の有無を調べる
ための検査において、リンパネットワークが術前とは異なっている影響で同定
が困難となり進行するまで発見できないことがある。 
三つめの問題は、この残存転移リンパ節を同定しても、治療が困難な場合が
存在することがあげられる。特に複数回の治療後や浸潤・癒着傾向が強い場合が
多く、その後の患者の生命予後へ強く影響してしまう。 
以上のように、消化器がんでは、転移リンパ節の診断・治療に多くの課題を
抱えている。よって新たなリンパ節治療法の開発は、これらの課題解決に貢献で
き得る期待され、本研究で開発した AuNR/SiO2 を用いた転移リンパ節の光熱療
法は、既存の治療法とは異なる側面からリンパ節治療法に繋がる可能性を大い
に秘めている。 
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7-5  今後の研究への課題 
本研究では光熱療法の治療効果の検証に主眼を置き、足背にがんを移植した
モデルマウスを用いて転移リンパ節の可視化と治療を行った。光は生体組織内
で散乱と吸収を繰り返すため、電磁、放射線と比較すると透過性には乏しい。
先行研究では、近赤外光の組織透過性は 10 mm 程度まであると報告されている
ものが多い 20-22)。本実験で使用した 690 nm,612 mW のレーザーを用いて、組織
透過による光の出力の減衰を 400 µm の皮膚を重ねて確認すると皮膚を重ねる
ことで減衰していった（図 7-c）。図 10-b が示すように光熱効果を認めることが
出来たが、組織が厚くなることで、組織深部への治療には限界が出ることが考
えられる。加えて、近赤外光による照射で、正常細胞への影響が少なからずあ
りうるので、その影響を詳細に解析検討し、最適な出力及び照射方法（時間、
回数など）を確立させる必要がある。さらにより効果的な光熱効果を発揮する
ナノ粒子の開発やアイデアの創出も必要である。我々の最終目標は複雑なリン
パネットワークを有する消化器がんの転移リンパ節の診断・治療法の開発であ
る。今後は消化器がんのモデルマウスを構築し検討することによって、本光熱
療法を消化器がんに応用するための課題がより具体的に見えてくると思われ
る。AuNR/SiO2 の生体適合性を強化する必要性があるが、Au を材料とした診断
薬は、未だ生体応用の例がなく現在の技術的な限界点となる。今後は、この問
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題を解決しヒト臨床へ向けた改善を図る必要がある。さらに、AuNR/SiO2 にが
ん細胞結合性の機能（がん認識抗体の担持など）を付与し、目的とするがん細
胞標的性を高めることができれば、より低用量なナノ粒子で効果的な光熱療法
が可能になると期待される。 
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8 結論 
本研究は、AuNR の光熱効果による温熱療法を転移リンパ節の治療に応用した初
めての研究である。SiO2 コーティングは AuNR の毒性抑制だけでなく、表面修
飾が可能なため、抗体の担持により、がん特異性強化への応用も期待できる。
4T1-Luc 細胞の耐性温度（約 56 °C）を指標に、in vitro および in vivo の両レベル
で実験を行った結果、AuNR/SiO2 による光熱療法は極めて効果的であり、両レベ
ルの結果は良く相関していた。投与した AuNR/SO2 の局在をリンパ節ネットワ
ーク内に限定させ、光熱療法の施行後、AuNR/SiO2 の外科的除去に成功したこと
から、将来安全な温熱療法として発展することが期待される。 
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10 図 
 
 
図 1 主たる使用実験機器 
 
（a）蛍光イメージング用装置 IVIS spectrum®。本研究の測定条件は Luminescent 
exposure time： 1 sec Excitation Filter：Empty で撮影した。 
（b）X 線 CT 撮影装置 SkyScan 1176 （Bruker）の外観。9 µm ピクセルの分解能
を有した研究用 X 線 CT で、本研究では 50 kV、0.5 mA の条件にて撮影を
行った。 
（c）近赤外光は、半導体励起個体レーザー（SDL-690-LM-800T, Shanghai Dream 
Lasers Technology 社）装置にて照射した。照射条件は、波長 690 nm、出力
612 mW、照射時間 連続 5 分後、照射距離 10 cm で行った。 
（d）動物実験における照射部位の温度測定は赤外線サーモグラフィー（FLIR 
E60、FLIR 社）装置にて測定した。 
（e）近赤外光の照射中の水溶液及び細胞懸濁液の温度測定は、エクスポケット
熱電対温度計（TM-201, AS-ONE 社）で行った。 
（f）病理標本の性状を観察するために顕微鏡システムを使用した。システムは
正立顕微鏡（BX53, Olympus）、CCD カメラ（DP90, Olympus）を使用し解析
ソフトウェアは cellSensDimension を用いている。4 倍、20 倍、40 倍、100
倍の対物レンズを用いて行った。接眼レンズは 10 倍を用いた。 
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図 2 本実験のコンセプト 
 
本実験のコンセプトは 
（a）免疫不全マウスの足背にマウス乳がん細胞でルシフェラーゼ活性を持つ
4T1-Luc 細胞を注入し移植。 
（b）膝窩リンパ節の転移をルシフェラーゼ活性で確認し、腫瘍に AuNR/SiO2
を注入する。 
（c）原発巣からの新たな転移性がん細胞が膝窩リンパ節に供給されることを
防ぐ為に、24 時間後に光熱療法を施行する前に腫瘍を切除。 
（d）転移リンパ節に体外から近赤外光を照射して光熱効果による温度変化を
サーモグラフィーで測定。 
（e）ルシフェラーゼ活性の変化を測定することで転移リンパ節の治療効果を
確認した。光熱療法を行ったものは治療が奏効する。 
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図 3 AuNR/SiO2 の作製 
 
AuNR/SiO2 の作製過程を示す。 
Step I では CTAB 溶液中に HAuCl4 と NaBH4 を加えて 40 °C、2 時間反応させて
Au 種溶液を作製し、Step II では CTAB 溶液中に HAuCl4、AgNO3、アスコルビ
ン酸を加え、さらに Au 種溶液を加えて 40 °C、3 時間攪拌反応することで、
AuNR コロイド溶液を作製した。Step III では EtOH/H2O 混和液に AuNR コロイ
ド溶液、APMS 溶液、TEOS/EtOH 溶液 、NaOH 溶液を順に加えて 24 時間反応
させて AuNR/SiO2 コロイド溶液を作製した。 
最終的な理想濃度は[Au]=3.0 × 10-2 M である。 
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図 4 4T1-Luc 細胞の細胞特性と温度感受性 
 
（a）免疫不全マウス足背に生着し膝窩リンパ節に転移したことをルシフェリ
ンを尾静注してルシフェラーゼの発光現象を IVIS にて撮影。 
（b）4T1-Luc 細胞の温度感受性実験 
4T1-Luc 細胞懸濁液 40～60 °C まで 2 °C ずつ温度を変化させたインキュベ
ーター内で 5 分間加温した。その後、trypan blue 染色液で生細胞と死細胞
を測定して死細胞率を算出した。56 °C から急激に死細胞率が上昇し、
56 °C 以上では 90%の死細胞率であった（n = 6）。 
（c）加温を 5 分間加温して 5 分間休息を 1 サイクルとする形で複数回インキ
ュベートした場合の死細胞率も算出した。4 回まで繰り返した。サイクル
を増やすことで死細胞率の変化を観察した。52 °C 以上ではサイクルを増
す毎に死細胞率の上昇を認めた（n = 3）。  
*** P<0.001  t-検定。グラフのエラーバーは標準誤差を示している。 
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図 5 AuNR と AuNR/SiO2 の物性評価 
 
（a）AuNR と AuNR/SiO2 に電子顕微鏡画像。 
（b）電子顕微鏡によって測定した AuNR/SiO2 の平均粒径 （n=100）。均一な
AuNR/SiO2 が作製できた。 
（c）AuNR と AuNR/SiO2 の光学的特性を UV-vis にて測定。 
2 つの波長のピークをもち、それぞれの長波長側のピークは、AuNR は
672.5 nm で AuNR/SiO2は 710 nm であった。 
（d）AuNR 及び AuNR/SiO2 の光熱効果の検証 
AuNR と AuNR/SiO2 それぞれ濃度勾配に依存するように光熱効果を認めた 
（n = 6）。**P<0.01 ,*** P<0.001  t-検定。グラフのエラーバーは標準誤
差を示している。 
56 
 
 
57 
 
 
図 6 4T1-Luc 細胞を用いた in vitro での検証 
 
（a）AuNR と AuNR/SiO2 の細胞毒性を確認する実験を行い成長曲線を作製し
た。4T1-Luc 細胞の細胞を培養し、AuNR と AuNR/SiO2 の最終濃度 0, 0.1, 
0.3, 1, 3 mM となるように添加してインキュベートした。細胞数の測定は
24，48 時間培養後に血球計算盤で生細胞数を計測し細胞増殖曲線を作製
した （n = 3）。 
（b）in virto を用いた光熱療法 
4T1-Luc 細胞懸濁液に AuNR/SiO2 を添加して 37 °C のインキュベート下に
て近赤外光を照射して光熱療法の効果判定と温度変化の測定を行った。近
赤外光は波長が 690 nm、出力 612 mW で 5 分間の連続照射で行った。 
（c）in vitro における温度変化と死細胞率の変化 
温度測定は TM-201 を用いて 0, 1, 3, 5 分後に測定した（左図）（n=13）。3 
mM が最も温度上昇率が高かった。 
照射後に、細胞懸濁液を trypan blue で染色し血球計算盤で死細胞率を算出
した（右図）（n=13）。3 mM で急激な死細胞率の上昇を認めた。 
（d）照射中の水溶液中の温度変化 
  （c）と同様条件中のチューブ内の温度変化をサーモグラフィーにて撮影 
   した。濃度依存性に水面付近にのみ温度上昇を認めた。 
*** P<0.001  t-検定。グラフのエラーバーは標準誤差を示している。 
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図 7 光熱療法における照射レーザーの至適出力の検討 
 
至適出力の検討方法は、マウスのレーザー照射部の皮下に電子温度計（TM-201）
を挿入して経時的（0, 1, 3, 5 分後）な温度変化を測定した。AuNR/SiO2（30 mM, 
30 µL）を皮下注入したマウスと非注入マウスを作製し、レーザーの出力は、204, 
408, 612 mW で検討した。56 °C 以上の温度上昇が得られるのは 612 mW であっ
た。 
612 mW のレーザーを用いて、組織透過による光の出力の減衰を 400 µm の皮膚
を重ねて確認すると皮膚を重ねることで減衰していった。 
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図 8 サーモグラフィーの測定精度と至適測定距離の検証 
 
in vivo 実験において、光熱療法中の温度変化の計測に使用するサーモグラフィ
ーの測定精度と至適測定距離を検証した。方法は、インキュベーターの表面温度
が設定温度（20～100 °C までの 10 °C 毎に設定）と同じ状態であると仮定し、イ
ンキュベーター表面からの計測距離で測定温度に誤差があるかを調べた。また、
水溶液でも行い比較対象は電子温度計で計測したもので行った。 
サーモグラフィーの精度は信用できるものであり、測定距離は 20 cm とした。 
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図 9  AuNR/SiO2 におけるがん転移リンパ節への送達実験と CT 撮影 
 
（a）マウス足背の腫瘍に直接 AuNR/SiO2を 30 mM、30 µL 注入した。マウス
の表皮を剥離すると腫瘍から転移リンパ節である膝窩リンパ節（赤紫矢
印）へ試料が送達しており、輸入リンパ管（水色矢印）も同定され、周囲
組織への障害効果はなかった。 
（b）モデルマウスを試料注入前・後・リンパ管とリンパ節郭清後で X 線 CT
撮影を行った。注入前にはリンパ節の描出されず、注入後には腫瘍から接
続するリンパ管（水色矢印）と膝窩リンパ節（赤紫矢印）とが描出され
た。光熱療法後に、リンパ管とリンパ節を切除した。その後に X 線 CT 撮
影を行った。AuNR/SiO2 が全て体外に取り除かれていることが確認され
た。（n = 5） 
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図 10  AuNR/SiO2 のがん転移リンパ節対する光熱療法効果 
 
（a）in vivo における実験の経過の説明 
＃1）担がんマウスにルシフェリンを尾静注してリンパ節転移を IVIS で確
認。＃2）AuNR/SiO2をの腫瘍に注入して 24 時間後に腫瘍を切除。＃3）
近赤外光を照射。照射中の温度変化をサーモグラフィーで測定する。＃
4）治療効果をルシフェラーゼ活性を IVIS で観察する。 
（b）AuNR/SiO2 を注入せずに近赤外光を転移リンパ節に照射したときの温度
変化のサーモグラフィー画像。 
（c）試料注入後の近赤外光を照射したときの温度変化のサーモグラフィー画
像。 
 
治療後のリンパ節の細胞活性をルシフェリンを用いて IVIS で観察・測定した
（n = 8）。 
（d）AuNR/SiO2 注入なし及びレーザー照射なしの群。  
（e）AuNR/SiO2 の注入だけ行った群。 
（f）近赤外光の照射だけ行った群。 
（g）AuNR/SiO2 を注入し近赤外光の照射を行った群。 
膝窩の転移リンパ節の経時的変化が示された。（黄色矢印） 
IVIS で撮影された各グループの治療前の平均発光強度×ROI（ピクセル数）を基
準として治療後との発光強度の相対値を算出した。 
t-検定。グラフのエラーバーは標準誤差を示している。 
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図 11 光熱療法後の各転移リンパ節の病理学的観察像 
 
光熱療法の施行 8 日目に、各条件のリンパ節を摘出して、HE 染色とサイトケ
ラチンによる免疫染色を行った。観察は、正立顕微鏡を用いて行い、倍率は×
40（スケールバー, 200 µm）と×1000（スケールバー, 10 µm）で観察した。 
（a）図 10-d のリンパ節では、リンパ節内にがん細胞の増殖を認めた。 
（b）図 10-e のリンパ節では、がん細胞の増殖が観られ、それらのがん細胞周
囲に送達された粒子と考えられる黒点が確認された（黒矢印▲）。また、
粒子近傍のがん細胞には細胞障害性の変化が認められなかった。 
（c）図 10-f のリンパ節では、がん細胞の増殖が観られ、レーザーの照射にと
もに細胞や組織への影響は認められなかった。 
（d）図 10-g のリンパ節では、がん細胞周囲に送達された粒子と考えられる黒
点が確認された（黒矢印▲）。また、その周囲の細胞は細胞としての構造
が保たれておらず、周囲に断片化された核が認められた（赤矢印▲）。リ
ンパ節全体にリンパ球の増殖が認められた。 
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図 12 消化器がんにおける再発様式 
（a）消化器がんでは複雑なリンパネットワークを持つために、近傍のリンパ
節だけではなく遠隔領域のリンパ節へも転移する場合がある。そのため、
消化器がんにおけるリンパ節転移のメカニズムは乳がんや皮膚がんよりも
複雑である。 
（b）術前評価とガイドラインを参考にして術中に多くの転移リンパ節は取り
除かれるが、微小転移や患者の状態、術者の技量によって転移リンパ節が
残存してしまう場合がある。 
（c）これが、経時的に再発となって発見される。（紫矢印）その場合、患者の
予後に悪影響を及ぼす。 
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